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La presente invention est relative a line methode de detection 
precoce des flavivirus, notamment du virus de la dengue et a ses applications. 

La dengue est une maladie tropicale aigue febrile dont le virus causal 
est un arbovirus, transmis par des moustiques. Les vecteurs de la maladie sont des 
5 moustiques du genre Aedes, notamment Aedes aegypti dont les gites larvaires sont le 
plus souvent domestiques et peridomestiques. Le virus responsable, isole en 1951, a 
ete classe en quatre types antigeniques differents (DEN1, DEN2, DEN3 et DEN4). II 
appartient a la famille des Flaviviridae, genre flavivirus. 

Plus de deux milliards d'habitants vivent dans les zones endemiques 

10 et le nombre d'individus infectes par le virus s'eleverait a plus de 60 millions par an. 
La dengue est notamment responsable de 200 000 hospitalisations et de plusieurs 
dizaines de milliers de deces annuels, des enfants, pour la plupart. 

Apres une incubation de cinq a huit jours, le debut des signes 
cliniques est generalement soudain et consiste en Fapparition de fievre non 

15 differenciee (DF dengue fever) accompagnee de cephalees severes, de lombalgies, de 
douleurs musculaires et articulaires ainsi que de frissons. Du troisieme au cinquieme 
jour de phase febrile, peut apparaitre une eruption maculo-papuleuse congestive durant 
trois a quatre jours (dengue classique). 

Dans sa forme severe, Tinfection peut aboutir a r apparition d'un 

20 syndrome hemorragique (DHF ou dengue haemorrhagic fever), caracterise par une 
permeabilite vasculaire accrue et un dereglement de Themostase. Alors que dans la 
majorite des cas, 1'evolution est generalement favorable en une semaine, Tissue de la 
maladie peut etre fatale en cas de choc hypovolemique (DSS ou dengue shock 
syndrome). Ces complications sont generalement observees en presence d'une 

25 immunite pre-existante, acquise notamment lors d'une primo-infection par un virus 
heterologue de la dengue (serotype different). En effet, deux types differents de 
reponse serologique sont identifies chez les sujets infectes par la dengue : les individus 
qui n'ont jamais eu une infection a flavivirus et n'ont pas ete vaccines contre un autre 
flavivirus (virus de la fievre jaune, virus de l'encephalite japonaise par exemple) vont 

30 presenter une reponse primaire, caracterisee par une apparition lente des anticorps 
specifiques du virus responsable de l'infection ; les individus qui ont deja eu une 
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infection a flavivirus (autre serotype de la dengue, par exemple) ou ont ete vaccines 
contre un autre flavivirus vont presenter une reponse secondaire, caracterisee par une 
apparition rapide des anticorps. 

L' agent infectieux est le virus de la dengue appartenant k la famille 
5 des Flaviviridae, a laquelle appartiennent egalement le virus de la fi6vre jaune et celui 
de l'encephalite japonaise (T.P. Monath et al., (1996) Flaviviruses in B.N. Fields, 
D.M. Knipe, P.M. Howly et al. (eds.) " Fields Virology " Philadelphia : Lippincott 
Raven Press Publishers). Ces virus possedent un ARN monocat6naire de polarite 
positive qui comprend 1 1000 nucleotides et qui code pour une polyproteine d'environ 

10 3400 acides amines. Elle s' individualise en trois proteines de structure et sept 
proteines non structurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5, au cours de 
clivages co- et post-traductionnels par des proteases virales et cellulaires. La proteine 
non structurale NS1 a ete identifiee pour la premiere fois en 1970 par P.K. Russel et 
al. (J. immunol, (1970), 105, 838-845) et caracterisee en 1985 par G.W. Smith et al. 

15 (J. Gen Virol, (1985), 66, 559-571). Cette glycoprotein hautement conservee dans la 
famille des flavivirus (T.P. Monath deja cite), notamment dans les quatre serotypes du 
virus de la dengue, existe sous une forme intracellulaire, et sous une forme 
extracellulaire. La forme intracellulaire interviendrait dans les phases precoces de la 
replication du virus (J.M. Mackenzie et al, Virology, (1996), 220, 232-240). Avant 

20 d'etre transportee vers la membrane plasmique, la proteine NS1 subit une 
dimerisation. Dans les cellules de mammiferes, mais pas dans les cellules d'insectes, 
une partie de la proteine NS1 est liberee dans le milieu extracellulaire soit sous forme 
d'une proteine soluble, soit sous forme microparticulaire. Lorsqu'elle est sous forme 
soluble, la proteine existe sous forme d'un oligomere, notamment d'un pcnianicie uu 

25 d'un hexamere (Crooks A. J. et al J. Chrom. (1990), 502, 59-68 et J. Gen. Virol 
(1994), 75, 3453-3460). A l'heure actuelle le role de la proteine NS1 n'est pas connu. 

Plusieurs etudes suggerent un role de la proteine NS1 dans la 
reponse immunitaire protectrice contre les infections a flavivirus. Des experiences 
realisees avec les virus de la fievre jaune, de la dengue, de Tencephalite japonaise et 

30 de l'encephalite a tique ont montre une protection contre une dose mortelle de virus 
homologue chez les animaux vaccines a l'aide de la proteine NS1 sous-unitaire ou 
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produite par des virus vecteurs, type vaccine ou adenovirus (Schlesinger et al (1986), 
60, 1153-1155 ;. J. Gen. Virol, (1987), 68, 853-857; Falgout et al J. Virol, (1990), 
64, 4356-4363 ; Jacobs et al, J. Virol, (1992), 66, 2086-2095). L'immunisation 
passive de souris par des anticorps monoclonaux anti-NSl a egalement permis 
5 d'obtenir un certain degre de protection (Schlesinger et al J. Immunol (1985), 135, 
2805-2809 ; Gould et al J. Gen. Virol, (1986), 67, 591-595; Henchal et al J. Gen. 
Virol, (1988), 69, 2101-2107). On ne connait pas totalement le role des anticorps anti- 
NSl dans la protection mais il se pourrait qu'elle soit associee a une lyse des cellules 
infectees (Schlesinger et al Virology, (1993), 192, 132-141). Les proteines NS1 a la 
10 surface des cellules infectees seraient reconnues par les anticorps fixant le 
complement. 

II n'existe pas de traitement specifique et les soins apportes au 
patient sont uniquement symptomatiques. Dans le cas de la dengue classique, le 
traitement repose sur T administration d'antalgiques et d'antipyretiques. Dans le cas de 

15 DHF, le traitement consiste en une perfusion pour compenser la fuite plasmatique, 
associee a la correction des troubles hydroelectriques et la relance de la diurese. 

II n'existe pas de vaccin commercialise contre le virus de la dengue. 
En revanche des essais de protection par des souches attenuees des 4 serotypes du 
virus de la dengue ont ete effectues par N. Bhamarapravati et al(Dengue and Dengue 

20 haemorrhagic fever (1997), 367-377) avec des resultats non satisfaisants. La 
prevention repose done uniquement sur la lutte contre le vecteur. Cette lutte associe 
une destruction larvaire et des pulverisations " adulticides 

En Tabsence de vaccin, il est necessaire de surveiller les epidemies 
et prevenir les complications precitees ; pour ce faire, des programmes de surveillance 

25 active ont notamment ete mis en place par TOrganisation Mondiale de la Sante et 
comprennent essentiellement la surveillance des cas de fievre et des insectes vecteurs 
et le depistage serologique et virologique des personnes presentant ime fievre et 
suspectees etre infectees par le virus de la dengue. 

L'etiologie de la dengue est parfois delicate a affirmer lorsqu'un 

30 malade presente un syndrome febrile indifferencie type " dengue-like " qui peut avoir 
comme origine un autre arbovirus, des virus provoquant des fievres eruptives, la 
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grippe, la leptospirose et meme le paludisme. Seul un examen de laboratoire peut 
apporter le diagnostic. 

II existe a l'heure actuelle plusieurs tests de diagnostic de la dengue. 
Toutefois, pour arriver a un resultat interpretable, il est necessaire de combiner 
5 plusieurs methodes : 

- Tisolement du virus, par des techniques de virologie classique, 
notamment par infection de cultures de cellules ou propagation en cerveau de 
souriceaux ou amplification par inoculation aux moustiques et examen par exemple 
par immunofluorescence. Ces methodes ont T inconvenient d'etre tres difficiles a 

10 mettre en ceuvre et de dependre de la precocite du prelevement et de bonnes conditions 
de conservation ; de plus, les premiers resultats ne peuvent etre obtenus en moins 
d'une semaine ; pour pallier ces inconvenients, on peut avoir recours a un test par 
RT/PCR(V. Deubel, L'eurobiologiste (1997), tome XXXI, 37-155) ; toutefois, ce 
moyen n'est pas toujours fiable, ne peut pas etre utilise en routine dans les pays 

15 concernes par T infection par le virus de la dengue pour des raisons de cout et 
d'equipement ; 

- les tests serologiques ; le diagnostic serologique le plus precoce 
consiste a rechercher des IgM par la technique MAC-ELISA {immunoglobulin M 
Antibody Capture Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Leur detection permet 

20 d'etablir un diagnostic de probability d'infection par un flavivirus des la defervescence 
de la fievre ; la recherche des IgG necessite deux prelevements : Tun au debut des 
signes cliniques, Tautre 10 a 28 jours apres, de fa9on a mettre en evidence une 
conversion serologique par reaction d'inhibition de Themagglutination (MA) ou par 
ELISA. 

25 II a egalement ete propose des tests immunologiques simples et peu 

chers, utilisables dans les pays a risque, qui mettent en ceuvre, comme reactif 
immunologique specifique des peptides derives de la proteine non structurale NS1 
caracteristique des flavivirus. Ainsi, le brevet US 5 824 506 decrit une methode 
utilisant des peptides derives de la proteine non structurale NS1, qui permet de 

30 detecter les anticorps induits par la presence du virus de la dengue ; toutefois les 
peptides selectionnes reconnaissent essentiellement les echantillons obtenus a partir de 
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sujets convalescents et reconnaissent egalement mieux les patients infectes pour la 
seconde fois que ceux infectes pour la premiere fois ; ces resultats decevants 
pourraient s'expliquer, soit par le fait que les titres en anticoips sont variables pendant 
la phase aigue (phase clinique) de la maladie, soit par le fait que les peptides utilises 
5 ne sont pas representatifs des caracteristiques antigeniques de la proteine et done 
conduisent a une mauvaise reconnaissance des anticorps recherches. 

Dans tous les cas, seule la confirmation tardive d'une infection par 
im flavivirus peut etre apportee. 

Pour resoudre ce probleme, Andrew Falconar et son equipe {Report 

10 from the Sir Albert Sakzewski Virus Research Centre Royal Children 's Hospital, 
1991) ont propose de detecter la presence de la glycoproteine non structurale NS1 
elle-meme. lis ont mis au point un test ELISA de type double sandwich, dans lequel 
un serum de lapin contenant des anticorps polyclonaux anti-NS l, utilise comme 
anticorps de capture, est immobilise sur une plaque de microtitration. L'antigdne 

15 capture est detecte a l'aide d'anticorps monoclonaux de souris diriges soit contre le 
virus de type DEN2, soit specifique de groupe ; la revelation de la formation du 
complexe antigene/anticorps est effectuee a Taide d'IgG de chevre anti-souris 
conjuguees a la peroxydase. Par cette methode, les Auteurs ont montre qu'en utilisant 
de la proteine NS1 dimerique purifiee ou degradee comme standard, la sensibilite de 

20 detection du test est d'environ 4 ng/ml avec les anticorps monoclonaux DEN2 comme 
sonde de revelation et d' environ 60 ng/ml avec les anticorps monoclonaux de groupe. 

Toutefois, ce test ne permet de detecter la proteine NS1 ni dans les 
cas d' infections primaires en phase aigue ou convalescente, ni dans les infections 
secondaires en phase convalescente dans lesquelles il existe un titre eleve en anticorps 

25 anti-NSl ; les Auteurs en ont conclu que la proteine NS1 devait etre presente en 
quantites importantes uniquement dans les cas d' infections secondaires et ce, de 
maniere transitoire, pendant T infection. 

Or, les Inventeurs ont mis au point un procede de purification de la 
proteine NS1 d*un flavivirus sous forme hexamerique, ce qui leur a permis de 

30 selectionner des anticorps specifiques de cette proteine sous forme hexamerique, 
dimerique ou monomerique, ou d*un de ses fragments, et de montrer de maniere 
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surprenante que ces anticoips sont des outils de choix pour la mise en evidence des 
differentes formes de la proteine NSl circulante dans le cadre d'une infection par un 
flavivirus, en particulier dans les phases precoces ou la reponse en anticorps 
specifiques est indetectable, notamment lors des infections primaires par le virus de la 
5 dengue. 

En consequence, les Inventeurs se sont donne pour but de pourvoir a 
une methode de detection precoce d'une infection flavivirale, qui repond mieux aux 
besoins de la pratique que les precedes de i'etat anterieur de la technique, c'est-a-dire 
un precede qui soit fiable, rapide, peu couteux et qui permet d'adapter a temps les 
10 soins medicaux et d'eviter des epidemies de grande envergure par la mise en ceuvre 
d* actions anti-vectorielles rapides et massives. 

La presente invention a en consequence pour objet une methode de 
detection precoce d'une infection flavivirale, caracterisee en ce qu'elle comprend la 
detection de la glycoproteine non structurale NSl d'un flavivirus dans un echantillon 
15 biologique, pendant la phase clinique de Tinfection, par une methode immunologique 
mettant en oeuvre au moins deux anticorps identiques ou differents, 

- le premier anticorps ou anticorps de capture de la glycoproteine NSl etant constitue 
par des anticoips choisis dans le groupe constitue par : 

- des anticorps polyclonaux prealablement selectionnes par 
20 immunocapture sur la proteine NSl dudit flavivirus, de forme hexamerique, dimerique 

ou monomerique, lesdites formes etant non degradees et 

- des melanges d'anticorps monoclonaux anti-NSl prealablement 
selectionnes pour leur affinite pour la proteine NSl dudit flavivirus, de forme 
hexamerique, dimerique ou monomerique, lesdites formes etant nnn degradees, lesditc 

25 anticorps monoclonaux etant ensuite purifies, 

- le deuxieme anticorps ou anticorps de revelation etant choisi dans le groupe constitue 
par : 

- des anticorps polyclonaux diriges contre la proteine NS 1 de meme 
type que celle a detecter et 

30 - un melange d'anticorps monoclonaux diriges contre une proteine 

NSl de meme type que celle a detecter. 
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Au sens de la presente invention, on entend par forme non degradee 
de la proteine NS1 d'un flavivirus, la proteine native ou un de ses fragments, sous 
forme hexamerique, dimerique ou monomerique, comportant au moins un epitope 
permettant rimmunocapture, notamment un des epitopes rassembles dans le tableau 1 
5 page 319 de l'articlede A. K.I. Falconar e>/ al., Arch ; Virol, (1994), 137. 

Au sens de la presente invention, on entend par anticorps 
polyclonaux et monoclonaux diriges contre la proteine NS1 d'un flavivirus, des 
anticorps obtenus par immunisation d'un mamrnifere non humain, 

- soit par ime proteine NS1 de forme hexamerique, dimerique ou 
10 monomerique, lesdites formes etant non degradees, 

- soit par un flavivirus vivant ou inactive, 

lesdits anticorps polyclonaux etant selectionnes pour leur affinite pour la proteine NS1 
sous ses differentes formes et purifies en une seule etape et lesdits anticorps 
monoclonaux etant selectionnes pour leur affinite pour la proteine NS1 sous ses 

15 differentes formes puis purifies par des techniques classiques, notamment par 
chromatographic d'affinite ou echange d'ions. 

De maniere surprenante, l'utilisation, pour la detection de la proteine 
NS1 dans un echantillon biologique, d'anticorps polyclonaux selectiones et purifies 
par immunocapture sur la proteine NS1 de forme hexamerique, dimerique ou 

20 monomerique, lesdites formes etant non degradees ou d' anticorps monoclonaux 
prealablement selectionnes pour leur reactivite vis-a-vis de la proteine NS1 de forme 
hexamerique, dimerique ou monomerique, lesdites formes etant non degradees, et 
purifies, en lieu et place d'un serum total de lapin hyperimmunise, permet d'ameliorer 
de maniere significative la sensibilite de la methode et de mettre en evidence la 

25 proteine NS1 circulant dans le sang des malades, des le stade precoce de T infection, 
aussi bien lors d'une infection primaire que d'une infection secondaire. 

La methode selon la presente invention possede un certain nombre 

d'avantages : 

- elle peut etre mise en oeuvre de maniere precoce : la presence de la 
30 glycoproteine NS1 est revelee lors de la phase clinique, avant que la reponse en 

anticorps ne soit detectable, 
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- die est sensible : on peut detecter jusqu'a moins de 2 ng de 
proteine/ml de serum, ce qui permet de detecter la proteine NS1 circulante dans la 
phase precoce des infections primaires, 

- elle est rapide : on peut obtenir une reponse dans la journee, 

5 - elle est relativement peu couteuse et peut done etre utilisee dans les 

pays a risque, 

- elle permet de distinguer les personnes vaccinees des personnes 
infectees recemment par un flavivirus puisque la proteine NS1 sera absente chez les 
personnes vaccinees chez lesquelles les anticoprs pourraient encore etre decelables.. 

10 Selon un mode de mise en ceuvre avantageux de ladite methode 

T infection flavivirale est une infection par le virus de la dengue. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux de ladite 
methode, le premier anticorps est de preference fixe sur un support solide convenable 
et le deuxieme anticorps est eventuellement conjugue a un marqueur approprie. 

15 Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux de ladite 

methode, lorsque le deuxieme anticorps n'est pas conjugue a un marqueur, sa liaison a 
la proteine NS1 fixee sur le support solide est alors detectee par un troisi&ne anticorps 
conjugue a un marqueur convenable, ledit troisieme anticorps etant un anticorps 
classiquement utilise, tel que par exemple une IgG dirigee contre le deuxieme 

20 anticorps et produite notamment chez la chfevre, le pore ou 1'ane. 

Parmi les marqueurs utilises, on peut citer a titre d*exemple les 
marqueurs fluorescents, le systeme biotine/streptavidine, les marqueurs non 
isotopiques ou des enzymes, comme par exemple la peroxydase de raifort ou la 
phosphatase alcaline. 

25 Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux de ladite 

methode, ledit troisieme anticorps est conjugue a une enzyme. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux de ladite 

methode, 

- le premier anticorps ou anticorps de capture est constitue par des 
30 anticorps polyclonaux de souris, selectionnes par immunocapture sur la proteine NS 1 

du virus de la dengue, ladite proteine etant sous forme hexamerique, et 
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- le deuxieme anticorps ou anticorps de detection de la presence de 
NS1 dans l'echantillon biologique a analyser, est constitue par des anticorps 
polyclonaux de lapin immunise par de la proteine NS1 du virus de la dengue, ladite 
proteine etant sous forme hexamerique, la fixation dudit deuxieme anticorps etant 

5 revele par un troisieme anticorps constitue par des anticorps, conjugues a la 
peroxydase et diriges contre le deuxieme anticorps. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre encore plus avantageux de 
ladite methode, les anticorps polyclonaux de souris sont purifies par immunocapture 
sur de la proteine NS 1 hexamerique de dengue de serotype 1 . 
10 La presente invention a egalement pour objet un kit ou coffret de 

diagnostic d'une infection flavivirale, caracterise en ce qu'il comprend : 

- au moins un anticorps de capture et au moins un anticorps de 
revelation tels que definis precedemment, 

- au moins un controle positif constitue par la proteine NS1 d'un 
15 flavi virus et/ou de differents serotypes selon le flavi virus, ladite proteine, etant sous 

forme hexamerique, dimerique ou monomerique, lesdites formes etant non degradees, 
et 

- au moins un controle negatif constitue par un serum humain 

normal. 

20 Selon un mode de realisation avantageux du coffret de diagnostic 

selon 1' invention, ladite proteine NS1 sous ses differentes formes est obtenue a partir 
d'un sumageant de culture, soit de cellules de mammiferes infectees, soit de cellules 
de mammiferes transferees par un plasmide recombine, comportant le gene de la 
proteine NS1 ou un fragment dudit gene ou un fragment du genome flaviviral, lesdits 

25 fragments etant aptes a exprimer la proteine NS 1 . 

Selon un autre mode de realisation avantageux du coffret de 
diagnostic selon r invention, la proteine NS1 est celle du virus de la dengue. 

Selon un autre mode de realisation encore plus avantageux dudit 
coffret de diagnostic, le plasmide est le plasmide pCIneo-NSl.FGA qui a ete depose 

30 aupres de la Collection Nationale de Cultures et de Microorganismes tenue par 
l'lnstitut Pasteur sous le numero 1-2220, en date du 7 juin 1999. 
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La presente invention a egalement pour objet un procede de 
purification de la proteine NS1 d'un flavivirus, sous forme hexamerique, a partir d'un 
surnageant de culture, soit de cellules de mammiferes infectees, soit de cellules de 
mammiferes transferees par un plasmide recombine, comportant le gene de la 
5 proteine NS1 d'un flavivirus ou un fragment dudit gene ou un fragment du genome 
flavi viral, lesdits fragments etant aptes a exprimer la proteine NS1, caracterise en ce 
que Ton separe la forme soluble de la proteine NS1 de la forme microparticulaire de 
ladite proteine, 

- soit par traitement par un agent precipitant puis centrifugation a 
10 une vitesse superieure ou egale a 10 000 g, 

- soit par centrifugation a une vitesse superieure ou egale a 50 000 g, 
avant l'etape de purification realisee par des techniques classiques, notamment par 
chromatographic d'affinite. 

Au sens de la presente invention, on entend par agent precipitant, un 
15 agent qui precipite specifiquement les proteines microparticulaires ou debris 
cellulaires, comme par exemple le polyethyleneglycol, ledit agent etant utilise dans 
des conditions classiques qui permettent de separer des proteines solubles et des 
proteines microparticulaires ou debris cellulaires. 

Dans un mode prefere de mise en ceuvre dudit procede de 
20 purification, la proteine hexamerique NS1 est celle du virus de la dengue. 

La presente invention a egalement pour objet une composition 
immunogene, caracterisee en ce qu'elle comprend un principe actif selectionne dans le 
groupe constitue par : 

- la proteine NS1 d'un flavivirus, de forme hexamerique, 
25 eventuellement associee a d'autres proteines, 

- une sequence d' ADN codant pour ladite proteine NS 1 et 

- un systeme d' expression comprenant au moins un promoteur 
capable de faire exprimer chez Thote ou elle est injectee, TADN codant pour la 
proteine NS1 du flavivirus, ledit gene exprimant ladite proteine, 

30 en association avec au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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Des protocoles de vaccination utilisant des acides nucleiques sont 
notarnment decrit dans la demande internationale WO 90/1 1092. 

Dans un mode prefere de realisation de la composition immunogene 
selon la presente invention, la composition immunogene comprend au moins un 
5 melange des proteines NS1 de forme hexamerique correspondant aux differents 
serotypes du vims de la dengue. 

La presente invention a egalement pour objet Tutilisation d'une 
proteine NS1 de forme hexamerique d'un flavivirus, pour la preparation d'une 
composition immunogene capable d'induire la production d'anticorps in vivo. 
10 Dans un mode prefere de ladite utilisation, la proteine NS1 est celle 

du virus de la dengue, notarnment de serotype 1 . 

La presente invention a egalement pour objet Tutilisation d'au moins 
un anticorps monoclonal anti-NSl prealablement selectionne pour sa reactivite vis-a- 
vis de la proteine NS1 de forme hexamerique, dimerique ou monomerique, lesdites 
15 formes etant non degradees, lesdits anticorps monoclonaux etant ensuite purifies, et 
modifies pour la fabrication d'un medicament apte a induire une immunisation 
passive. 

De maniere avantageuse les modifications des anticorps sont 
notarnment la selection de fragments Fab ou Thumanisation des anticorps. 
20 La presente invention a egalement pour objet Tutilisation de la 

proteine NS1 de forme hexamerique dimerique ou monomerique, lesdites formes etant 
non degradees, pour selectionner in vitro des anticorps specifiques de ladite proteine 
NS1. 

Dans un mode de realisation avantageux de ladite utilisation, les 
25 anticorps sont des anticorps polyclonaux. 

Dans un autre mode de realisation avantageux de ladite utilisation, 
les anticorps sont des anticorps monoclonaux. 

Dans un autre mode de realisation avantageux de ladite utilisation, la 
proteine est la proteine NS 1 du virus de la dengue, notarnment de serotype 1 . 
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Les anti corps monoclonaux anti-NSl sont avantageusement obtenus 
par fusion de cellules spleniques de souris immunisee par la proteine NS1 de forme 
hexamerique avec des cellules myelomateuses appropriees. 

D'autres caracteristiques et avantages de Tinvention apparaissent 
5 dans la suite de la description et des exemples illustres par les figures dans lesquelles : 

- la figure 1 represente la proteine NS1 extracellulaire hexamerique 
purifiee obtenue apres chromatographic d'exclusion (a) apres chromatographic 
d' exclusion, la proteine est concentree a 0,5 mg/ml par ultrafiltration et traitee par du 
dimethylsuberimidate (DMS) a 0, 0,5, 5 et 50 mM. Les produit obtenus sont places 

10 dans un tampon non reducteur de Laemmli, separes sur xm gel d'acrylamide de 
gradient 4 a 20 % et marques au bleu de Coomassie. Un echantillon traite par du DMS 
50 mM est chauffe pendant 3 min a 95 °C avant electrophorese pour dissocier les 
oligomeres non covalents. (b) La proteine NS 1 purifiee est traitee pendant une nuit a 
37 °C par 0,5 % ou 1 % de n-octylglucoside (nOG) et eventuellement traitee par 

15 25 mM de DMS pendant 1 heure. Les proteines sont separees sans denaturation a 
chaud sur un gel d'acrylamide de gradient 4 a 20 % et detectee par immunoblotting 
avec un anticorps monoclonal anti-NSl de la litterature ou tel que defini 
precedemment. 

- la figure 2 represente la sequence de la proteine NS1 du virus de la 
20 dengue de serotype 1 obtenue par le clone 4C de Texemple 2 ci-apres, ainsi que la 

sequence codante correspondante. 

- la figure 3 illustre les resultats obtenus par dosage de la proteine 
NS1 circulante par la methode de detection par ELISA-capture chez des patients 
infectes prealablement par un virus de la dengue dont les serums ont ete preleves lors 

25 des phases aigues et convalescentes, ainsi que la comparaison avec les resultats 
obtenus par les techniques de Tart anterieur HA (inhibition d 'hemagglutination des 
serotypes 1, 2, 3 ou 4 du virus de la dengue) et MAC ELISA (immunoglobulin M 
Antibody Capture Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ; Dl correspond au serotype 
1 de la dengue ; D2 correspond au serotype 2 de la dengue; D3 correspond au serotype 

30 3 de la dengue et D4 correspond au serotype 4 de la dengue ; ID = identite du malade ; 
1 correspond au premier prelevement en phase aigue de la maladie 2 correspond au 
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deuxieme prelevement en phase convalescente (effectuee 2 a 4 semaines apres le 
premier) ; dans le test ELISA-capture, les valeurs sont exprimees en densite optique 
obtenues pour un meme serum dilue 10, 30 ou 90 fois. 

- la figure 4 illustre la detection de la proteine NS1 par le test 
5 ELISA-capture sur des serums de patients infectes par le virus de la dengue de 
serotype 1 de Guyane. Les chiffres indiques represented le nombre de patients repartis 
par categorie (positivite ou negativite en ELISA-capture et positivite ou negativite en 
IgM). 

10 Exemple 1 : Purification de la proteine NS1 du virus de la dengue, serotype 1 

1. Materiel et methodes 

La proteine est produite sur cellules Vero infectees par le virus de la 
dengue, serotype 1, souche FGA/89 (P. Despres et aL, Virol, (1993), 196, 209-219), 
dans les conditions adaptees de la methode decrite par A.K.I. Falconar et al. 9 (J. Virol. 

15 Meth.. (1990), 30, 323-332). 

Le milieu de culture est recolte 5 jours apres l'infection et centrifuge 
a 1500 g pour eliminer les debris cellulaires. Le sumageant de centrifugation est 
ramene a 20 mM Tris-HCl, 1 mM azide de sodium, concentre 6 fois par ultrafiltration 
a froid et les particules virales sont eliminees par une precipitation de 2 h a 4 °C, a une 

20 concentration de 7,5 % en polyethyleneglycol (PEG), suivie d'une centrifugation de 
30 min. a 10 000 g. Le sumageant clarifie, contenant 7,5 % PEG est traite avec 0,05 % 
Tween 20 et 1 mg/ml d'aprotinine, puis passe sur une colonne d'immunoaffinite s\ir 
laquelle est fixe un anticorps monoclonal anti-NSl. La proteine est eluee selon la 
technique a la diethylamine, telle que decrite dans Falconar et al., (precite), concentree 

25 par ultrafiltration et la solution d'elution echangee par un tampon 10 mM Tris-HCl pH 
7,5 contenant 1 mM d'azide de sodium. 
2. Resultats 

Les resultats sont illustres dans la figure 1 . 

La figure la montre que la proteine NS1 est bien sous forme 
30 hexamerique. La proportion de forme hexamerique augmente avec une concentration 
croissante en DMS (figure la). 
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La proteine de forme hexamerique extracellulaire NS1 peut etre 
transformee en sous-unites dimeriques en presence du detergent non ionique, 
w-octylglucoside (nOG) (figure lb). Apres une nuit a 37°C en absence ou en presence 
de n-octylglucoside (nOG) et traitement par du DMS 25 mM, on observe, en Tabsence 
5 de nOG, la presence de bandes correspondant au dimere, au tetramere et a l'hexamere 
et en presence de nOG, une dissociation partielle ou complete de l'hexamere en 
fonction de la concentratin en nOG (figure lb). 

Exemple 2: Expression de la proteine NS1 du virus de la dengue de 
10 serotype 1 par des cellules Vero 

1. Materiel et methode 

Le plasmide pCIneo-NSl.FGA depose aupres de la Collection 
Nationale de Cultures et de Microorganismes (CNCM) de l'lnstitut Pasteur sous le 

15 n° 1-2220, en date du 7 juin 1999) contenant le gene de la proteine NS1 comprenant le 
gene codant pour son peptide signal, precede d'un codon d'initiation de la traduction 
et suivi d'un codon de terminaison de la traduction est introduit dans la bacterie 
competente Escherichia coli (Epicurian SURE de Stratagene). Ce plasmide est 
amplifie en culture bacterienne et purifie selon la technique classique de preparation 

20 d'ADN plasmidique. L' ADN purifie est utilise pour le sequen$age de differents clones 
(la sequence du clone 4C est illustree a la figure 2) et pour transfecter des cellules 
Vero a l'aide soit d'un melange adequat avec des liposomes cationiques, tel que le 
DOTAP (Boehringer-Mannheim), ou avec un agent non liposomal, tel que le FuGENE 
(Boehringer-Mannheim). Le FuGENE et l'ADN sont preincubes dans du milieu sans 

_ A - " - L — O*" " •«•— — « — w » ^rv VUt kU|/lM WllUlttllW VI W> 

cellules Vero pendant 24 h. Les cellules sont ensuite rincees a Taide de PBS 
(phosphate saline buffer), fixees 20 min a temperature ambiante avec une solution de 
PBS contenant 3% de paraformaldehyde, permeabilisees 5 min avec du PBS contenant 
0,5% Triton X-100. La presence d'antigene NS1 est alors revelee a Taide d'anticorps 
30 specifiques, reconnus par un anticorps conjugue marque a la fluoresceine. 

2. R6sultats 
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II est possible de mettre ainsi en evidence par un signal fluorescent 
eleve, specifique de l'antigene viral NS1, dans environ 20% des cellules transferees. 

L'expression de NS1 est ainsi demontree et des lignees stables pourront etre 
etablies en presence de neomycine, marqueur de selection des cellules transferees. 
5 La figure 2 illustre la sequence de la proteine NS1 du virus de la dengue de 

serotype 1 ainsi obtenue ainsi que la sequence codante correspondante. 

Exemple 3 : Mise en oeuvre de la technique ELISA-capture selon 1'invention dans 
Ie cadre d'une infection par le virus de la dengue de serotype 1 et comparaison 
10 avec les methodes de 1'etat anterieur de la technique 

- 1 Principe de la technique ELIS A-canture 

L'antigene viral NS1 est capture par des anticorps polyclonaux de 
souris monospecifiques prealablement purifies par immunocapture sur la proteine NS1 
hexamerique purifiee de dengue, serotype 1 . 
15 La presence de NS1 est revelee par des anticorps de lapin immunises 

par la proteine NS1 hexamerique purifiee, eux-memes reconnus par des anticorps 
conjugues a la peroxydase de raifort. 

2. Materiel et methodes 

- Purification d'anticorps polyclonaux de souris diriges contre la 

20 proteine NS1 

a — Fixation de la proteine NS1 sur membrane 
La proteine NS 1 purifiee est fixee par adsorption sur une membrane 
de nylon amphoterique (Nytran, Schleicher & Schuell). La surface de la membrane est 
alors saturee par de Talbumine bovine presente a une concentration de 3 % dans une 

25 solution saline tamponnee par du phosphate (PBS : phosphate buffer saline ; 10 mM 
phosphate ; pH7,2 ; 150 mM NaCl). Apres 2 ri^ages dans du PBS, la membrane est 
traitee par du PBS contenant 0,25 % de glutaraldehyde pendant 15 min. a temperature 
ambiante. Apres 3 rinpages dans du PBS, la membrane est neutralisee par un tampon 
de 100 mM glycine, 3 % albumine bovine, rincee 2 fois dans du PBS puis conservee a 

30 4°C dans du PBS avec de Tazide de sodium 1 mM. 
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b - Purification des anticorps polyclonaux monospecifiques de 
souris, (anticorps de capture) 

a ) production des .ascites^ les cerveaux de souriceaux 

Swiss infectes par le virus de la dengue et moribonds sont broyes dans 9 ml de tampon 
5 PBS. Le produit est centrifuge 1 0 min a 10.000 g a 4° C. 

La suspension virale est injectee a des souris Swiss, selon le 
calendrier suivant : 

- JO : 0,5 ml d'antigene en sous-cutane dans la cuisse, 

- J3 : 0,4 ml d'antigene et 0,1 ml d'adjuvant complet de Freund par voie 
10 intraperitoneale, 

- J25 : 0,5 ml d'antigene par voie intraperitoneale, 

- J26 : 0,5 ml d'ascite de souris TGI 80, et 

- J28 : 0,5 ml d'antigene par voie intraperitoneale. 
Les ascites sont recoltees a J42. 

15 Apres recueil des ascites, on laisse le coagulum se former pendant 

1 heure a temperature ambiante puis on realise une centrifugation pendant au moins 30 
minutes a 1500 g. Le surnageant est laisse une nuit a 4°C. Le pH du surnageant est 
ajuste a 4,8 avec de 1'acide acetique 2 M puis le surnageant est centrifuge de nouveau 
dans les memes conditions. Le pH du surnageant est alors amene a 7,0 — 7,2 par 

20 addition d'une solution de soude 2 N. Le surnageant peut etre conserve a — 20°C. 

P) Purification 
dengue de. serotype 1: 

La membrane est incubee pendant une heure a temperature ambiante 
dans un melange d'ascites polvclonales dirigees contre les d serotypes du virzz de la 

25 dengue preparees comme decrit ci-dessus. 

Apres 3 ringages de la membrane dans du PBS, les anticorps fixes sur la proteine NS1 
sont elues avec une solution de diethylamine pH 11,4 (milieu Dubelco modifie par 
Iscove (Gibco) contenant 100 mM diethylamine). Les anticorps sont concentres par 
ultrafiltration et replaces dans un tampon PBS contenant de l'azide de sodium 1 mM. 

30 - Preparation d'anticorps polyclonaux de lapin diriges contre la 

proteine NS1 (anticorps de revelation) : 
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L' immunisation des lapins a ete realisee par 3 ou 4 injections 
successives de 30 jig de proteine NS1 hexamerique purifiee selon la methode de 
l'exemple 1, realisees a JO, J7, J21 et eventuellement a J49 et suivies d'une saignee a 
blanc a J83. Le serum est appauvri en anticorps anti-souris non specifiques par 
5 incubation avec des billes de Sepharose portant un anticorps monoclonal decrit dans la 
litterature ou prepare comme decrit precedemment. 

- Procede ELISA-capture 

a - Courbe etalon 

Pour chaque plaque ELISA-capture destinee a tester des serums 

10 humains, une gamine etalon est realisee a partir d'une solution de proteine NS1 
purifiee selon la methode decrite au point 1, dont la concentration initiale est de 
0,5 fig/ml et diluee de 3 en 3. 

b - Detection de la proteine NS1 circulante lors de la phase aigue : 
Les anticorps polyclonaux de souris purifies obtenus selon la 

15 methode decrite precedemment (anticorps de capture) sont fixes sur une plaque, dilues 
dans une solution de PBS et mis a incuber pendant une nuit a 4°C. Apres 3 rinfages de 
5 minutes avec une solution de PBS/Tween 0,05 %, la plaque est saturee avec un 
melange de PBS, Tween 0,05 % et de lait 3 %, pendant 30 minutes a temperature 
ambiante. Apres 3 rinfages avec une solution de PBS / Tween 0,05 %, on depose 

20 plusieurs dilutions des serums a tester et on laisse reagir pendant une heure, toujours a 
temperature ambiante. Les dilutions au 1/10, au 1/30 et au 1/90 sont realisees dans une 
solution de PBS / Tween 0,05 %. Apres 3 rin?ages, on ajoute le second anticorps 
specifique de NS1 (anticorps de revelation obtenu au point 3 precedent), apres T avoir 
dilue dans un melange de PBS / Tween 0,05 % et de lait 3 %, et on laisse incuber 

25 pendant 45 minutes a 37°C. Apres 3 rin?ages, Tanticorps anti-IgG dirige contre le 
deuxieme anticorps et marque a la peroxydase, ledit anticorps etant prepare dans des 
conditions classiques connues de Thornme du metier, est ajoute et Tincubation 
realisee pendant 45 minutes a 37°C Apres 3 rinfages, on revele pendant 10 minutes 
par une solution de TMB (3,3% 5,5'-tetramethylbenzidine, Kierkegaard & Perry Lab). 

30 La reaction colorimetrique est arretee avec de l'acide sulfurique. 

c - Determination de la fenetre de detection 
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Les prelevements sont realises chez des patients infectes par le virus 
de la dengue de serotype 1, entre JO, marquant 1' apparition des signes cliniques 
(initialement une fievre indififerenciee) et J66 correspondant a la fin de la phase 
convalescente. 

5 Sur les serums de ces patients, on recherche la presence de NS1 

circulante selon la methode ELISA-capture decrite au point 4 et on compare le resultat 
obtenu avec la positivite en IgM specifiques mesuree en MAC-ELISA, lorsque les 
donnees sont disponibles. 

3. Resultats 

10 lis sont illustres dans les figures 3 et 4. 

a -Detection de la proteine NS1 circulante lors de la phase aigue : 
La technique ELISA-capture selon F invention permet de detecter la 
presence de la proteine NS1 dans la phase aigue de la maladie et ce independamment 
du fait que les malades aient une infection primaire ou secondaire. 
15 Les resultats confirment que la presence de la proteine NS1 est 

transitoire, puisque dans les prelevements realises en phase de convalescence, on ne 
detecte pas cette proteine (figure 3). 

93 % des prelevements en phase aigue de la maladie, se revele 
negatif par le test MAC ELISA, alors que 100 % des prelevements realises en phase 
20 convalescente se revele positif dans ce meme test (figure 3). 

De la meme fa?on, le test d' inhibition d'hemagglutination (IHA) ne 
permet pas de detecter l'infection par le virus de la dengue de serotype 1 dans 80 % 
des cas en phase aigue de la maladie mais ce test se revele positif dans 100 % des 
prelevements realises en phase convalescente (figure 3). 
25 b - Determination de la fenetre de detection 

Les resultats sont rassembles dans la figure 4. 

Entre Jl et J6, la possibility de detecter la proteine NS1 circulante 
oscille entre 83 % (a J2) et 100 % (a J5) des patients infectes. Au dela de J10, la 
proteine NS1 circulante n'est plus detectee, alors que la reponse en anticorps devient 
30 predominante. 
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La detection de la proteine NS1 circulante ne semble pas dependante 
de la presence d'IgM specifiques qui apparaissent dans certains cas a J3 et culminent a 
partirdeJS. 

Ainsi, la fenetre de detection de Tantigene serique NS1 par la 
5 technique ELISA- capture selon la presente invention se situe de preference entre Jl et 
J6 apres Tapparition des signes cliniques. 
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REVENDICATIONS 
1°) Methode de detection precoce d'une infection flavivirale, 
caracterisee en ce qu'elle comprend la detection de la glycoproteine non-structurale 
NS1 d'un flavivinis dans un echantillon biologique, pendant la phase clinique de 
5 1'infection, par une methode immunologique mettant en ceuvre au moins deux 
anticorps identiques ou differents, 

- le premier anticorps ou anticorps de capture de la glycoproteine NS1 etant constitue 
par des anticorps choisis dans le groupe constitue par : 

- des anticorps polyclonaux prealablement selectionnes par 
10 immunocapture sur la proteine NS1 dudit flavivirus, de forme hexamerique, dimerique 

ou monomerique, lesdites formes etant non degradees et 

- des melanges d'anticorps monoclonaux anti-NSl prealablement 
selectionnes pour leur affinite pour la proteine NS1 dudit flavivirus, de forme 
hexamerique, dimerique ou monomerique, lesdites formes etant non degradees, lesdits 

15 anticorps monoclonaux etant ensuite purifies, 

- le deuxieme anticorps ou anticorps de revelation etant choisi dans le groupe constitue 
par : 

- des anticorps polyclonaux diriges contre la proteine NS1 de meme 
type que celle a detecter et 

20 - un melange d'anticorps monoclonaux diriges contre une proteine 

NS1 de meme type que celle a detecter. 

2°) Methode de detection selon la revendication 1, caracterisee en ce 
que Tinfection flavivirale est une infection par le virus de la dengue. 

3°) Methode de detection selon Time quelconque des revendications 
25 1 ou 2, caracterisee en ce que le premier anticorps est fixe sur un support solide 
convenable et le deuxieme anticorps est eventuellement conjugue a un marqueur 
approprie. 

4°) Methode de detection selon la revendications 3, caracterisee en 
ce que lorsque le deuxieme anticorps n'est pas conjugue a un marqueur, sa liaison a la 
30 proteine NS 1 fixee sur le support solide, est alors detectee par un troisieme anticorps 
conjugue a un marqueur convenable. 
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5°) Methode de detection selon la revendications 4, caracterisee en 
ce que le troisieme anticorps est conjugue a une enzyme. 

6°) Methode de detection selon la revendication 5, caracterisee en ce 

que: 

5 - le premier anticorps ou anticorps de capture est constitue par des 

anticorps polyclonaux de souris, selectionnes par immunocapture sur la proteine NS1 
du virus de la dengue, ladite proteine etant sous forme hexamerique, et 

- le deuxieme anticorps ou anticorps de detection de la presence de 
NS1 dans Techantillon biologique a analyser, est constitue par des anticorps 

10 polyclonaux de lapin immunise par de la proteine NS1 du virus de la dengue de 
serotype 1, ladite proteine etant sous forme hexamerique, la fixation dudit deuxieme 
anticorps etant revele par un troisieme anticorps constitue par des anticorps, conjugues 
a la peroxydase et diriges contre le deuxieme anticorps. 

7°) Coffret de diagnostic precoce d'une infection flavivirale, 

15 caracterise en ce qu'il comprend : 

- au moins un anticorps de capture et au moins un anticorps de 
revelation tels que definis dans Tune quelconque des revendications 1 a 6, 

- au moins un controle positif constitue par la proteine NS1 d'un 
flavivirus et/ou de differents serotypes selon le flavivirus, ladite proteine, etant sous 

20 forme hexamerique, dimerique ou monomerique, lesdites formes etant non degradees, 
et 

- au moins un controle negatif constitue par un serum humain 

normal. 

8°) Coffret de diagnostic selon la revendication 7, caracterise en ce 
25 que ladite proteine NS1, sous ses differentes formes est obtenue a partir d'un 
surnageant de culture, soit de cellules de mammiferes infectees, soit de cellules de 
manuniferes transfectees par un plasmide recombine, comportant le gene de la 
proteine NS1 d'un flavivirus ou un fragment dudit gene ou un fragment du genome 
flaviviral, lesdits fragments etant aptes a exprimer la proteine NS 1 . 
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9°) Coffret de diagnostic precoce d'une infection flavivirale selon 
Tune quelconque des revendications 7ou 8, caracterise en ce que la proteine NS1 est 
celle du virus de la dengue. 

10°) Cofifret de diagnostic precoce d'une infection flavivirale selon 
5 Tune quelconque des revendications 8 ou 9, caracterise en ce que ledit plasmide a ete 
depose aupres de la Collection Nationale de Cultures et de Microorganisrnes tenue par 
Tlnstitut Pasteur sous le numero 1-2220, en date du 7 juin 1999. 

11°) Precede de purification de la proteine NS1 d'un flavivirus, sous 
forme hexamerique, a partir d'un surnageant de culture, soit de cellules de 
10 mammiferes infectees, soit de cellules de mammiferes transferees par un plasmide 
recombine, comportant le gene de la proteine NS1 ou un fragment dudit gene ou un 
fragment du genome flaviviral, lesdits fragments etant aptes a exprimer la proteine 
NS 1, caracterise en ce que Ton separe la forme soluble de la proteine NS 1 de la forme 
microparticulaire de ladite proteine, 
15 - soit par traitement par un agent precipitant puis centrifugation a 

une vitesse superieure ou egale a 10 000 g, 

- soit par centrifugation a une vitesse superieure ou egale a 50 000 g, 
avant Tetape de purification. 

12°) Composition immunogene, caracterisee en ce qu'elle comprend 
20 un principe actif selectionne dans le groupe constitue par : 

- la proteine NS1 d'un flavivirus, de forme hexamerique, 
eventuellement associee a d'autres proteines, 

- une sequence d' ADN codant pour ladite proteine NS 1 et 

- un systeme d'expression comprenant au moins un promoteur 
25 capable de faire exprimer chez Thote ou elle est injectee, TADN codant pour la 

proteine NS1 du flavivirus, ledit gene exprimant ladite proteine, 

en association avec au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

13°) Composition immunogene selon la revendication 12, 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un melange des proteines NS1 de forme 
30 hexamerique correspondant aux differents serotypes du virus de la dengue. 
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14°) Utilisation de la proteine NS1 de forme hexamerique ou d'un 
de ses systemes d'expression, pour la preparation d'une composition immunogenique, 
apte a induire la production d' anticorps in vivo. 

15°) Utilisation d'au moins un anticorps monoclonal anti-NSl 
5 prealablement selectionne pour sa reactivite vis-a-vis de la proteine NS1 de forme 
hexamerique, dimerique ou monomerique, lesdites formes etant non degradees, lesdits 
anticorps monoclonaux etant ensuite purifies, et modifies pour la fabrication d'un 
medicament apte a induire une immunisation passive. 

16°) Utilisation de la proteine NS1 de forme hexamerique dimerique 
10 ou monomerique, lesdites formes etant non degradees, pour selectionner in vitro des 
anticorps specifiques anti-NSl. 
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SEQ ID N° 1 : Prot6ine NS1 du virus 



l/l 

atg agg age gcg teg ctt teg atg acg tgc 
Met arg ser ala ser leu ser met thr cys 
61/21 

gga gtc atg gtt caa gcg gac teg gga tgt 
gly val met val gin ala asp ser gly cys 
121/41 

tgt gga agt ggc att ttt gtc act aat gaa 
cys gly ser gly ile phe val thr asn glu 
181/61 

eag get gac tec cca aaa aga ctg tea gca 
gin ala asp ser pro lys arg leu ser ala 
241/81 

tgt gga att cga tea gee acg cgt ctt gag 
cys gly ile arg ser ala thr arg leu glu 
301/101 

ttg aac cac att eta ctt gaa aat gac atg 
leu asn his ile leu leu glu asn asp met 
361/121 . 

gga att ttg gec cag ggg aaa aaa atg ate 
gly ile leu ala gin gly lys lys met ile 
421/141 

tgg aaa age tgg gga aaa gee aag ate ata 
trp lys ser trp gly lys ala lys ile ile 
481/161 

ate gac ggc cca gac act cca gaa tgc ccc 
ile asp gly pro asp thr pro glu cys pro 
541/181 

gtt gag gac tat ggg ttt gga att ttc acg 
val glu asp tyr gly phe gly ile phe thr 
601/201 

tac acc caa atg tgt gac cac egg eta atg 
tyr thr gin met cys asp his arg leu met 
661/221 

cat get gac atg ggg tac tgg ata gaa agt 
his ala asp met gly tyr trp ile glu ser 
721/241 

gec tec ttc ata gaa gtc aag aca tgc att 
ala ser phe ile glu val lys thr cys ile 
781/261 

gga gtt ttg gaa agt gaa atg ata ate cca 
gly val leu glu ser glu met ile ile pro 
841/281 

aat tac aga cca ggg tat ttc aca caa aca 
asn tyr arg pro gly tyr phe thr gin thr 
901/301 

ttg gat ttt gac ttg tgt gaa ggc acc aca 
leu asp phe asp leu cys glu gly thr thr 
961/321 

ggt cca tct etc aga act aca aca gtc aca 
gly pro ser leu arg thr thr thr val thr 
1021/341 

tec tgc acg tta ccc ccc tta cgc ttc aga 
ser cys thr leu pro pro leu arg phe arg 
1081/361 

ate aga cca gtt aag gag aag gag gag aac 
ile arg pro val lys glu lys glu glu asn 




2/4 



de la dengue, serotype 1 



31/11 

att gca gtt ggc atg gtt aca ctg tac eta 
ile ala val gly met val thr leu tyr leu 
91/31 

gta ate aac tgg aag ggc aga gaa etc aaa 
val ile asn trp lys gly arg glu leu lys 
151/51 

gtc cac act tgg aca gag caa tac aaa ttc 
val his thr trp thr glu gin tyr lys phe 
211/71 

gee att ggg aag gca tgg gag gag ggc gtg 
ala ile gly lys ala trp glu glu gly val 
271/91 

aac ate atg tgg aag caa ata tea aat gaa 
asn ile met trp lys gin ile ser asn glu 
331/111 

aaa ttc aca gtg gtt gta gga gat get aat 
lys phe thr val val val gly asp ala asn 
391/131 

agg cca caa ccc atg gaa cac aaa tac tea 
arg pro gin pro met glu his lys tyr ser 
451/151 

gga gca gac aca cag aat acc acc ttc ate 
gly ala asp thr gin asn thr thr phe ile 
511/171 

gat gac caa aga gcg tgg aac att tgg gaa 
asp asp gin arg ala trp asn ile trp glu 
571/191 

aca aac ata tgg ctg aaa ttg cgt gac tec 
thr asn ile trp leu lys leu arg asp ser 
631/211 

tea get gec gtc aag gac age aag gca gtc 
ser ala ala val lys asp ser lys ala val 
691/231 

gaa aag aac gag acc tgg aag eta gcg aga 
glu lys asn glu thr trp lys leu ala arg 
751/251 

tgg ccg aaa tec cac act eta tgg agt aat 
trp pro lys ser his thr leu trp ser asn 
811/271 

aag ata tat gga gga cca ata tct cag cac 
lys ile tyr gly gly pro ile ser gin his 
871/291 

gca ggg cca tgg cac eta ggt aag ttg gaa 
ala gly pro trp his leu gly lys leu glu 
931/311 

gtt gtt gtg gat gaa cat tgt gga aat cga 
val val val asp glu his cys gly asn arg 
991/331 

gga aag ata ate cat gaa tgg tgt tgc aga 
gly lys ile ile his glu trp cys cys arg 
1051/351 

gga gaa gac gga tgt tgg tat ggc atg gaa 
gly glu asp gly cys trp tyr gly met glu 
1111/371 

eta gtt agg tea atg gtc tct gca taa 
leu val arg ser met val ser ala 
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